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ALP        Alkaline phosphatase 
Amp    Ampicillin 
CS    Calf serum 
APS     Ammonium peroxodisulfate 
D-MEM    Dulbecco’s modified Eagle’s medium 
ECL     Enhanced chemiluminescence 
EDTA     Ethylenediamintetraacetic acid 
FBS    Fetal Bovine Serum 
IB     Immunoblot 
IgG     Immunoglobulin G 
kDa     kilo Dalton 
KD     Knock down 
LB     Luria bertani 
2-ME     2-mercaptoethanol 
mRNA     Messenger ribonucleic acid 
NEM    N-ethylmaleimide 
PAGE     Polyacrylamide gel electorophoresis 
PBS     Phosphate-buffered saline 
PBS-T     0.1%Tween20-PBS 
RNA     Ribonucleic acid 
RT-PCR    Reverse transcription PCR 
SDS     Sodium dodecyl sulfate 
Shh     Sonic hedgehog 
SUMO    Small-ubiquitin like modifier 
TE     Tris-EDTA buffer 
Tris     Trishydroxymethylaminomethane 
Tween-20    Polyxyethylenesorbitanemonolaurate 
Ub    Ubiquitin 


















ECLTM                      GE healthcare 
HRP conjugate anti-mouse IgG      GE healthcare 
HRP conjugate anti-rabbit IgG           GE healthcare 
Hybond P（PVDF）      GE healthcare 
LB broth          SIGMA 
LB agar             SIGMA 
anti-FLAG M2 Monoclonal antibody   SIGMA 
anti-actin Polyclonal antibody    SIGMA 
Plasmid Miniprep Kit            QIAGEN 
QIAquick Gel Extraction Kit          QIAGEN 
D-MEM（High glucose,with L-Glutamine  
and Na-pyruvate and Phenol red）       Wako 
ラボアッセイ TM ALP     Wako 
Blend Taq Plus                TOYOBO 
KOD FX neo         TOYOBO 
T4 PNK       TOYOBO 
Ligation high ver.2       TOYOBO 
各種制限酵素       TaKaRa,TOYOBO 
50 bp DNA Ladder（Dye plus）    TaKaRa 
Hybri DNA Polymerase        BIOLINE 
pCI-neo vector               Promega 
Big Dye Terminator      Applied Biosystems 
Big Dye terminator cycle sequencing ready reaction  Applied Biosystems 
MG132（Z-Leu-Leu-Leu-H）    PEPTIDE Institute 
BenchMarkTM Prestained Protein Ladder    Invitrogen 
SuperScriptTMⅢFirst-strand Synthesis System for RT-PCR  Invitrogen 
Lipofectamine 2000      Invitrogen 
各種 Primer       Eurofin genomics 
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X-ray firm RX-U      FUJI FILM 
anti-T7 Monoclonal antibody    Novagen 
anti-Myc Polyclonal antibody    Upstate 
0,25% Trypsin-EDTA           GIBCO 
Opti-MEM      GIBCO 
Hily Max      DOJINDO 
Protease inhibitor cocktail    Roche 
FavorprepTM Plasmid DNA Extraction Midi Kit   FAVORGEN 






・1×TE Buffer  
10 mM Tris / HCl（pH8.0）、1 mM EDTA（pH8.0） 
 
・PBS 
  137 mM NaCl、2.7 mM KCl、4.3 mM Na2HPO4、1.4 mM Na2H2PO4 
 
・2×SDS sample buffer 
  80mM Tris / HCl（pH6.8）、2% SDS、20% Glycerol、0.01％ Bromophenol 
 
・Transfer Buffer 
  25 mM Tris、192 mM Glycine、20％ methanol 
 
・IP Buffer 
  20 mM Tris / HCl（pH 7.5）、150 mM NaCl、5 mM EDTA、1％ NP-40、100 μM MG132、Complete 
protease inhibitor cocktail（1 tablet / 15 ml）、10 mM NEM 
  


















近年、Shh情報伝達経路における Patched1の異常により、基底細胞癌(6, 7, 8)や髄芽腫 (9,10,11 )が引き起
こされることが報告されている。そのメカニズムにこれまであまり報告がない細胞内ドメインの関与
も考えられているものの、その詳細は明らかにされていない。そこで当研究室では Patched1 第 7
細胞質ドメイン（ICD7）に注目して研究が行われてきた。そして先行研究の中で、Patched1 ICD7





そこで、p32 が Shh シグナルとどのように関わるのかが岩崎らにより検討された。マウス中胚葉系幹細
胞である C3H10T1/2 細胞は Shh シグナルに応答して骨芽細胞分化が誘導され、分化マーカーであるア
ルカリホスファターゼ（ALP）活性を測ることにより、その分化を定量できる(26,27,28)。C3H10T1/2 細
胞において、p32 KDと共に Shhを添加することで、Shh単独添加と比較して骨芽細胞分化の亢進
が観察されたことから、p32 は Shh と協調して細胞の分化に関わる可能性が提案された(29)。また、





中から Anp32a と Hmbox1 に焦点を当てた。次に、これらターゲット遺伝子が C3H10T1/2 細胞の骨芽
細胞分化プロセスに与える影響を検討した。すると、Anp32a過剰発現は細胞分化プロセスに影響を与え
なかったが、Hmbox1過剰発現は骨芽細胞分化を亢進させることを見出した。 





れている。このことから、Hmbox1 量の増減や Hmbox1 の機能と SUMO 化修飾が関連することが考
えられる。 






る報告は多くない(47-55)。そこで、ポリ SUMO化である可能性も含め、この修飾が Hmbox1 の機能に
どのように影響するか検討することにした。 
そのために、Hmbox1 の SUMO 化不能変異体を作製し、野生型と表現型を比較する実験系の確立
を目指した。変異体作製にあたり、Hmbox1 の SUMO2化領域の同定を目指した。変異体を用いた解
析の結果、Hmbox1 の SUMO2 化に必要なリジン残基は Homeo ドメインより C末端側に複数存在す
る可能性が示唆された。 
これらの結果から、SUMO ファミリーによる翻訳後修飾を受けることによって、Hmbox1 の細胞













































Fig. S1 Shhシグナル伝達経路 
（A） Shh非存在下では、Shh受容体である Patched1が下流の転写因子 Gli1を抑制している。 








 まず、p32 ノックダウンと Shh 同時添加時に発現量が大きく変動する遺伝子群に注目し、得られ









SK9 Hmbox1 Mlu s ATACGCGTCTCAGCTCCTTTCCAGTGGTTT 













次に、インサートと pCI-neo 3T2S vectorを制限酵素Mlu I、Sal Iで 37℃に 4時間反応させた。 
・インサート         ・ベクター 







制限酵素処理した産物を 1％アガロースゲル電気泳動により単離し、QIA quick Gel Extraction Kitを
用いて添付のプロトコルに従い産物を抽出した。 
次に、以下の組成でライゲーション反応を行った。 
2×PCR Buffer for KOD FX neo 25 
2 mM dNTPs 10 
SK9 Hmbox1 Mlu s（10 μM） 2.5 
SK11 Hmbox1 Sal a（10 μM）  2.5 
Template（NOTF cDNA）  0.5 
Milli Q   9 
KOD FX neo 0.5 
Total 50  μl 
94 ℃ 2 min 
98 ℃ 10 sec 
58 ℃ 30 sec 
68 ℃  1 min 
68 ℃  2 min 
15 ℃ ∞ 
10×H Buffer 5 
DNA 43 
Mlu I  1 
Sal I  1 
Total 50 μl 
10×H Buffer 5 
ベクター（1 μg/μl）  5 
Mlu I  1 
Sal I  1 
Milli Q 38 









15分室温に置いた後、コンピテントセル全量 50 μlを加え、氷上に 30分置いた。その後、全量 56 μl






















PCR産物に 125 mM EDTA 1 μl、3M酢酸ナトリウム 1 μl、100％エタノールを 28 μl加え、遮光して
室温で 20 分または-20℃で一晩置いた。15000 rpm で 30 min 遠心した後上清を捨て、70%エタノール




SK12 Hmbox1-1 s GAAGCAGCAATCCTGGAGAGTCATGGGATA 






Total 6 μl 
10×Reaction Buffer 1 
50 mM MgCl2   0.5 
dNTP Mix 0.8 
Sense Primer（10 μM）   0.2 
antisense Primer（10 μM） 0.2 
Milli Q 7.25 
Hybri DNA Polymerase   0.05 
Total 10 μl 
95 ℃ 2 min 
95 ℃ 20 sec 
55 ℃ 20 sec 
72 ℃  1 min 
72 ℃  2 min 
15 ℃ ∞ 
5×Sequence Buffer 1.75 
dNTP （Big Dye) 0.5 
Primer（0.8 μM） 2 
Template（Plasmid） 100～150 ng 
Milli Q 適量 
Total 10 μl 
94 ℃ 20 sec 
96 ℃ 10 sec 
50 ℃ 5 sec 
60 ℃  3 min 





















37℃で 1 時間インキュベートした後、トランスフォーメーションを行った。Mini Prep でプラスミド
を精製した後、シークエンスを読み、目的の配列が挿入されたことを確認した。 
 また、pCI-neo 3×FLAG vectorに以下のアンチセンスプライマーと SK9プライマーを用いて同様の
手順でサブクローニングを行ったものも構築した。 
SK17 Hmbox1 a GCGTCGACTTATAAAAGGCCACTTAGCACTGGTA 
 




（１）と同様の手順で行い、pCI-neo 3T2S vectorに組み込んだ。 
SK7 Anp32a Mlu s GCACGCGTATGGAGATGGACAAACGGATTT 
SK8 Anp32a Sal a TATGTCGACGTCATCCTCTTCGCCCTCAT 
 
（３） SUMO2 
（１） と同様の手順で行い、pCI-neo 6×Myc vector もしくは pCI-neo 3×T7 vector に組み込んだ。 
SK14 SUMO2 Mlu s GATACGCGTGCCGACGAGAAACCCAAGGAA 
SK18 SUMO2 Sal a TACGTCGACTTAGTAGACACCTCCAGTCTGCTG 
 
（４） SUMO3 
（１）と同様の手順で行い、pCI-neo 3×T7 vectorに組み込んだ。 
SK22 SUMO3 Mlu s ATACGCGTTCGGAAGAGAAGCCCAAGGAG 
2×PCR Buffer for KOD FX neo 25 
2 mM dNTPs 10 
SK12 Hmbox1‐1 s（10 μM） 2.5 
SK13 Hmbox1‐1 a（10 μM）  2.5 
Plasmid 500 ng 
Milli Q   適量 
KOD FX neo 0.5 
Total 50 μl 
94  ℃ 2 min 
98  ℃ 10 sec 
58.6 ℃ 30 sec 
68  ℃  1 min 
68  ℃  2 min 
15  ℃ ∞ 
PCR産物 4 
Ligation high 1 
T4 PNK 1 









SK20 Hmbox1 dHTH Sal a CCTCGTCGACTTTTATCACACTGCTGTCCCTCCT 
SK21 Hmbox1 dHm Sal a TCGGTCGACTCGAAGCCGGAAGGTTCCA 
 
（６） Hmbox1 KR変異体 
（１）で構築した FLAG-Hmbox1を鋳型にし、以下のプライマーを用いてインバース PCR を行った。 
SK24 Hmbox1 Hm KR1 s AATGAGAACCAGTACCCAGATGAAGCAAGGAG 
SK25 Hmbox1 Hm KR1 a GAAGTAACTTTCCATGACAGCTAGGCACTCCCTT 
SK26 Hmbox1 Hm KR2 s AGAAGGCTGTCTGACCTGGAACGAGTTAC 
SK27 Hmbox1 Hm KR2 a GCCTGGCTTCTGTATGACTGCATTGCAAGCATT 
SK30 Hmbox1 Hm KR3 s CCTGGAACGAGTTACCTCTCTGAAGGTATA 
SK31 Hmbox1 Hm KR3 a TCAGACAGCTTTTTGCCTGGCCTCTGTA 
SK32 Hmbox1 Hm KR4 s CAGGAGAAGAGCCAATATCGAAGCAGCAAT 
SK33 Hmbox1 Hm KR4 a ATCTCCCTCCGTCGATTAGCAAACCAATTATATAC 
  








HeLa細胞は 10％非動化 CSを含む D-MEM（High glucose）中で 5％CO2、37℃で培養した。 
継代方法は、10cm dish中でコンフルエントに近づいた細胞を 10 mlの滅菌 PBSで 2回洗浄した後、
1 mlの 0.25％Trypsin-EDTAを加え、37℃、5分間インキュベートし、dishから剥がした。次に、剥が
した細胞に 9 mlの D-MEMを加えて回収し、500 rpm、3分間遠心して上清を取り除き、細胞ペレット




C3H10T1/2細胞は 10％非動化 FBSを含む D-MEM（High glucose）中で 5％CO2、37℃で培養した。 




した細胞に 9 mlの D-MEMを加えて回収し、500 rpm、3分間遠心して上清を取り除き、細胞ペレット








60 μlの無血清 D-MEMに DNA 1 μgと peI Maxもしくは Hily Max 2 μlを加え混合した後、25分間
室温でインキュベートした。次に、全量を C3H10T1/2細胞に加え、5％CO2、37℃で 24時間培養した。 
 
2-7 C3H10T1/2細胞における Hmbox1の KD 




・α-Hmbox1 dsRNA 1 
5’-GAUCAGAUCUGAGUGAGCATT-3’ 
5’-UGCUCACUCAGAUCUGAUCTT-3’  complementary 
 
・α-Hmbox1 dsRNA 2 
5’-GACCAAACAUGAAAUCCUUTT-3’ 
5’-AAGGAUUUCAUGUUUGGUCTT-3’  complementary 
 
細胞を播種してから 24 時間後に Lipofectamine2000 1 μl と Opti-MEM 49 μl を混合し、
Lipofectamine2000希釈液を作製した。50 μM dsRNA 10 μlを RNA希釈用水 40 μlと混合したものか
ら 2 μlとHmbox1のプラスミド 0.25 μg、新たな Opti-MEM 48 μl を混合した dsRNA希釈液を作製し
た。dsRNA希釈液と Lipofectamine2000希釈液を用いて、dsRNAの最終濃度が 10 nMとなるように導
入した。KDから 72時間後に細胞を回収した。 
 
2-8 C3H10T1/2細胞の Shh刺激処理 
 10 cm dishに HeLa細胞を播種し、24時間後に 1 mlの無血清 D-MEMに pCI-neo 3F2S Shh 10 μg、
peI Max 30 μlを混合し、室温で 15分間インキュベートした後、全量を加えた。24時間後、この培養液
を回収し、500 rpm、3分間遠心し、上清（D-MEM(+Shh-N)）を得た。この D-MEM(+Shh-N)をコンフ






遺伝子導入から 24時間後、D-MEMを捨て、PBSで 2回洗浄し、5％メルカプト 2×SDSサンプルバ
ッファーを加え、回収した。ソ二ケーションをかけ、5分間ボイルしてサンプルを調製した。 
このサンプルを用いて SDS-PAGE を行った。SDS-PAGE は 10％ポリアクリルアミドゲルを用いて行
った。 
 










上記の組成でゲルを作成し、調製したサンプルを各レーンに、または BenchMarkTM Prestained Protein 
Ladderを 2 μlアプライし、250 V、20 mA定電流で SDS-PAGEを行った。 
ろ紙 6 枚と 100％メタノールに浸して平衡化した PVDF 膜、泳動後のゲルをトランスファーバッファ
ーに浸した後、セミドライ方式で 50 V、100 mA定電流で 90分トランスファーを行った。 
トランスファー後の PVDF膜を 5％スキムミルク in PBS-Tを用いて室温で 30分間ブロッキングを行




1次抗体：anti-T7 monoclonal antibody（1/10000） 
  anti-FLAG M2 monoclonal antibody（1/10000） 
   anti-Myc polyclonal antibody（1/4000） 
anti-actin polyclonal antibody（1/5000） 
2次抗体：HRP conjugate anti-mouse IgG（1/10000） 
HRP conjugate anti-rabbit IgG（1/10000） 
 
反応させた PVDF膜を BIO-ECL反応液に浸して暗室で X-ray filmに感光させた。 
 リプローブは、SDS-PAGE泳動バッファー10 mlに 100 μlの 2×MEを加え、レンジで 20秒ほど沸
騰させた。RO水で 10回、PBS-Tで 15分間洗浄した後、上記のブロッキングから同様に行った。 
 
2-10 免疫沈降法による相互作用解析 
6 cm dishに播種した細胞に遺伝子を導入してから 20時間後に、終濃度 20 μMとなるようMGを加
30% Acryl amide 2.02 ml 
1 M Tris-HCl pH 8.8 2.26 ml 
10% SDS 60 μl 





Total  6.045 ml 
30% Acryl amide 0.27 ml 
1 M Tris-HCl pH 8.8 0.25 ml 
10% SDS 20 μl 





Total 2.012 ml 
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え、4時間インキュベートした。PBSで 2回洗浄し、500 μlの IPバッファーを加え、セルスクレーパー
を用いて細胞を回収した。ソ二ケーション後、15000 rpmで 15分遠心した。上清から 50 μlとり、等量
の 2×SDS サンプルバッファー（メルカプトなし）を加え、inputとした。平衡化した FLAG M2ビー
ズ 10 μl（50％スラリー）を上清に加え、4℃で 15分転倒混和した。IPバッファーで 5回洗浄した後、




培養した C3H10T1/2細胞を PBSで 2回洗浄した後、200 μlのトリプシンを加え、37℃で 5分インキ
ュベートした。800 μlの D-MEMで懸濁し、3500 rpm、4℃で 5分遠心した後、上清を除いた。PBSを
1 ml加え、3500 rpm、4℃で 5分遠心し、上清を除いた。EDTA freeの IP Bufferを 100 μlずつ加え、
ソ二ケーションを行った。15000 rpm、4℃で 15分遠心し、上清を 80 μlずつとった。基質緩衝液 100 μl
に細胞抽出液 20 μlを加え、ボルテックスで混合し、37℃で 15分間インキュベートした。インキュベー






 ルシフェラーゼアッセイは Dual-Luciferase Reporter Assay Systemを用いて添付のプロトコルに従
って行い、ルミノメーター（Promega）を用いて測定した。 
 24 well dishで培養した細胞を PBSで 2回洗浄した後、1×Passive lysis buffer 100μlを加え、室温で
15分間振盪し、細胞ライセートを調製した。細胞ライセート 10 µlに対して基質を含む Luciferase assay 
regentⅡを 25 µl加え、5秒間放置後、ホタル・ルシフェラーゼの発光を 15秒間の積算値として測定し







2-13 定量的 RT-PCR 









  1 
  1 
適量 
1 μg 
Total   10 μl 
次に、そこへ以下の反応液をそれぞれ加え、37℃で 30分インキュベートした。 
 




それぞれ 5M NaCl（RNase free）を 10 μlずつ加え、フェノールクロロホルム抽出を行った。フェノ
ールとクロロホルムを 55 μlずつ加え、15000 rpm、4℃で 15分遠心した。上層のみを新しいチューブ
へうつし、グリコーゲンを 2 μlずつ加え、エタノール沈殿を行った。3 M NaOAC pH5.2を全体の 1/10
量、100％EtOH を全体の 2.5 倍量加え、－20℃で一晩置いた。反応液を 15000 rpm、4℃で 30 分遠心
し、上清を捨てた。70 ％ EtOHを 100 μl加え、PCRチューブにうつし、15000 rpm、4 ℃で 5 分遠
心した。上清をできる限り取り除いた後エバポレーターで 15分乾燥させた。 








PCR産物を 10 μlずつに分注し、以下の別々の反応液をそれぞれ加え、下記の条件で PCR を行った。 
 
・RT＋                        ・RT－ 
10×RT Buffer 2 
25 mM MgCl2 4 
0.1 M DTT  2 
RNase out（400 / μl） 1 
Super Script Ⅲ RT(200 U / μl) 1 










Total 40 μl 
50 μM Oligo dT 20  2 
10 mM dNTP Mix  2 
DEPC RNA free water 16 
Total 20 μl 
65 ℃ 5 min 
15℃ ∞ 
10×RT Buffer 2 
25 mM MgCl2 4 
0.1 M DTT  2 
RNase out（400 / μl） 1 
Water 1 
Total 10 μl 
50℃ 50 min 






RNase H（E.coli2）をそれぞれ 1 μlずつ加え、37℃で 20分インキュベートした。エッペンに移した 
後、TE Bufferで 500～600 ngに希釈した。 
次に何も処理していない時の cDNAを用いて以下の条件でサイクル数の検討を行った。用いたプライマ 
ーの配列は以下の通りである。なお、プライマーはゲノム DNA の検出を防ぐため、エクソンとエクソンを 






PCR産物 50 μlに対し、5 μlの 10×Loading Bufferを加えた。そのうちの 10 μlまたは 50 bp DNA 
Ladder 3.5 μlをアプライし、2％アガロースゲルを用いて電気泳動を行った。 
 
10×PCR Buffer for Blend Taq 5 
2 mM dNTPs 5 
sense primer（10 μM） 1 
antisense primer（10 μM） 1 
Template（cDNA） 0.5 
Milli Q 37.5 
Blend Taq Plus 0.5 
Total 50 μl 
→5本に分注 
 
＊tubulin：60℃ anp32a：58℃ hmbox1：60℃ 




全て 2倍希釈）を 2 μl＋Milli Q 18 μlで 20倍希釈した cDNAを作製した。他に、予めMilli Q 10 μlず
ついれたチューブを 4本×3種分用意した。20倍希釈 20 μlから 10 μlとり、Milli Qの入ったチューブ
に入れ、よくピペッティングしてから 10 μlとり、次のチューブに移す作業を繰り返し、cDNA濃度が半







SK1 Anp32a for RTPCRs AGAGCCGCTGAAGAAGTTAGAG 
SK2 Anp32a for RTPCRa TCGTCCGGTTCTCGTTTTCG 
SK5 Hmbox1 for RTPCRs ACAAACCCTGGGGCTACGCTAA 
SK6 Hmbox1 for RTPCRa TGGGATCTTGGTGGTCACTATGG 
94 ℃ 2 min 
94 ℃ 30 sec 
＊ ℃ 30 sec 
72 ℃  1 min 
















 10 cm dishに C3H10T1/2細胞を 2.5 ml播種した。約 24時間後に無血清 300 μl、Hmbox1 / ΔHm 5 
μg、peI Max 10 μlの条件で遺伝子導入を行った。遺伝子導入から 24時間後、Blood/Cultured Cell Total 
RNA Purification Mini Kit（FAVORGEN）を用い、プロトコルに従ってmRNAを回収した。その後、
回収したmRNAに DNase処理、逆転写を（１）と同様に行った。 
 次に、次に、逆転写が行われているかどうかを確かめるために、（１）と同様 tubulinプライマーを用
いて、空ベクターを導入した RT－と RT＋サンプルの cDNAを鋳型に PCRを行った。また、Template
量の検討を行った。 
 
10×PCR Buffer for Blend Taq 1 
2 mM dNTPs 1 
mouse Tubulin sense primer 0.2 
mouse Tubulin antisense primer 0.2 
cDNA（ctrl RT －/＋） 0.1 / 0.4 
Milli Q 7.4 / 7.1 
Blend Taq Plus 0.1 




次に、設計した以下の Ets1 プライマーを用いて空ベクターを導入した RT＋サンプルを鋳型にアニーリ
ング温度の検討を行った（67.5 ℃、66.5 ℃、65.0 ℃、63.2 ℃、60.8 ℃）。反応は 35 サイクルで行っ
た。 
SK34 Ets1 for RTPCRs TTTCCCTTCCCCGGACATGGAATGTGCAGAT 
SK35 Ets1 for RTPCRa GCATGCTCGATACCGTAGCTGATGAAGTAATCC 
 
その後、Ets1プライマーを用いてサイクル数の検討（24、26、28、30、32サイクル）を行った。 
 決定した条件に従い、以下の条件で PCR を tripricateで行い、Image Jを用いて画像から定量した。 
10×PCR Buffer for Blend Taq 75 
2 mM dNTPs 75 
senseprimer(10 μM) 15 
antisenseprimer(10 μM) 15 
Milli Q 412.5 
Blend Taq Plus 7.5 
Total 600 μl 
94 ℃ 2 min 
94 ℃ 30 sec 
＊ ℃ 30 sec 
72 ℃  1 min 
72 ℃  2 min 
15 ℃ ∞ 
94 ℃ 2 min 
94 ℃ 30 sec 
60 ℃ 30 sec 
72 ℃  1 min 








10×PCR Buffer for Blend Taq 2.5 
2 mM dNTPs 2.5 
mouse Tubulin sense primer 0.5 
mouse Tubulin antisense primer 0.5 
cDNA（ctrl / WT / ⊿Hm RT＋） 0.25 
Milli Q 18.5 
Blend Taq Plus 0.25 































94 ℃ 2 min 
94 ℃ 30 sec 
60 ℃(tub),65℃（Ets1） 30 sec 
72 ℃ 1 min 







まず、p32 KDと Shh同時添加時にコントロールに比べて発現量の差が 2倍以上あるものを選抜した
結果、発現量が上昇したものは 82 プローブ、減少したものは 10 プローブとなった。さらに、データの
値の最大発現量が 500 以上であるものを絞ったところ、発現量が減少したものを 4 つ、発現量が上昇し
たものを 9 つ抽出した（Table 1）。これら遺伝子の機能を過去の論文やデータベースで調べると、以下
の 2 つについて細胞分化との関わりが報告されていた。Anp32a はマイクロアレイデータによると p32
ノックダウンと Shh同時処理時に発現量が約 4倍に増加することが示唆されており、細胞の増殖や分化
に影響を及ぼす腫瘍抑制因子だと報告されている。Hmbox1 はマイクロアレイデータによると p32 ノッ
クダウンと Shh 同時処理時に発現量が半減することが示唆されており、マウス胚性幹細胞の分化に関与









3-3 C3H10T1/2細胞において Anp32a過剰発現は ALP活性に影響を与えない 
そこで、候補遺伝子 Anp32a による骨芽細胞分化プロセスへの影響を検討するために、過剰発現時の
ALP活性測定を行った。すると、Anp32a過剰発現は ALP活性に影響を与えないことが明らかになった
（Fig. 2）。この結果から、p32 KDかつ Shh処理時の Anp32aの発現量の変化は C3H10T1/2細胞の分
化に影響しないと考えられる。 
 
3-4 C3H10T1/2細胞において Hmbox1過剰発現は ALP活性を上昇させる 
 続いてもう一つの候補遺伝子 Hmbox1 による骨芽細胞分化プロセスへの影響を検討するために、過剰




3-5 C3H10T1/2細胞において Hmbox1過剰発現は Gli1の転写活性を上昇させる 
 次に、Hmbox1過剰発現時の Shhシグナル伝達経路に与える影響を検討するために、Shhシグナル伝
達経路の下流に位置する Gli1の転写活性を調べた。すると、ALP活性と同様に上昇することが明らかに






3-6 C3H10T1/2細胞において Hmbox1 KDは ALP活性を上昇させる可能性がある 
 これまでマイクロアレイとは逆に Hmbox1 を過剰発現させたときの細胞分化に与える影響を検討して
きた。そこで、次は Hmbox1 を KD したときの骨芽細胞分化プロセスに対する影響を検討するために、
2種のコンストラクトを用いてKD時のALP活性を測定した。まず、KDの確認を行うために、T7-Hmbox1
の導入を KD 処理と同時に行い、ウエスタンブロットにより、2 つのコンストラクトは KD 効率に差が










3-8 Hmbox1の翻訳後修飾は Shh 処理条件下で増加する可能性がある 
 Hmbox1 の翻訳後修飾は Shh 処理条件下で未処理条件下と比較して増加した（Fig. 7）。このことは、
Hmbox1の翻訳後修飾が細胞分化プロセスに関与する可能性を初めて示すものとなった。 
 
3-9 Hmbox1は SUMO2化される 







3-10 Hmbox1は SUMO3化される 





3-11 Homeoドメイン以降 C末端側の欠損によりHmbox1の SUMO2化量は減少する 








明らかになった（Fig. 10C）。よって、Homeoドメイン以降 C末端側が SUMO2化に重要である可
能性が示唆された。 
 
3-12 Hmbox1 KR変異体は全て SUMO2化される 
 3-11 の結果を踏まえ、Homeo ドメインに着目した。Homeo ドメイン以降を削っただけでは、
SUMO 化量の減少が SUMO 化サイトを失ったためなのか、もしくは DNA 結合ドメインを失った
ことによりHmbox1の機能の一つであるDNA結合能を失ったためなのかが判断できない。そこで、
SUMO2 化サイトであるリジン残基を 2 つずつアルギニン残基に置換した変異体を作製し（Fig. 
11A）、これらが SUMO2化されるか免疫沈降法を用いて検討した。しかし、これらの変異体はいず
れも野生型と同様に SUMO2 化された（Fig. 11B）。この結果より、Hmbox1 の SUMO2 化サイト
は Homeoドメイン以降 C末端側複数のリジン残基にわたることが考えられた。 
 
3-13  Hmbox1 WTとΔHm過剰発現はいずれも Ets1の転写には大きく影響しない 
 3-11で示したように、ΔHmはWTとは SUMO化に対して異なる挙動を示すことが明らかになった。
また、Homeoドメインは DNA結合ドメインであり、Hmbox1がもつ転写抑制機能に影響すると考えら
れる。そこで、Hmbox1 過剰発現や Homeo ドメインによる Hmbox1 の転写抑制因子としての機能を見
るために、Hmbox1の下流のターゲット遺伝子として報告されている Ets1(30,37)の転写量を見る RT-PCR
を行った。Ets1は Hmbox1 KDにより、転写量が上昇する。Hmbox1 WTもしくはΔHmを過剰発現さ
せた C3H10T1/2細胞より mRNA を抽出し、逆転写を行った cDNAを鋳型に Ets1の転写量の変化を見
た。すると、どちらの場合も大きな差は見られなかった（Fig. 12）。Hmbox1 にはもう一つの DNA結
合ドメインである HTH-XRE ドメインがあるため、こちらのドメインを介して Ets1 の転写は制御さ
れている可能性がある。また、ΔHmでは SUMO 化の減少が見られたことから、SUMO 化量の減少
































Table1 マイクロアレイデータから得られた p32 KDかつ Shh添加時に特異的において発現量が変動す
る遺伝子群 















Fig. 1 内在性 Anp32aと Hmbox1の RT-PCR 
（A） 何も処理していない C3H10T1/2細胞より抽出したmRNAを逆転写した cDNA を鋳型にし、
tubulin、anp32a、hmbox1について RT-PCRを行った。その結果、内在性の anp32a、hmbox1
が確認できた。そこで、サイクル数の検討を行った。 























Fig. 2 C3H10T1/2細胞において Anp32a過剰発現は ALP活性に影響を与えない 
C3H10T1/2 細胞を用いて Anp32a 過剰発現時の ALP 活性を測定した。Anp32a はマイクロアレイに





















Fig. 3 C3H10T1/2細胞において Hmbox1過剰発現は ALP活性を上昇させる 
マイクロアレイで細胞分化亢進時に発現量が半減することが示唆された Hmbox1 過剰発現時の ALP



















Fig. 4 C3H10T1/2細胞において Hmbox1過剰発現は Gli1の転写活性を上昇させる 
Fig. 3よりHmbox1過剰発現時に ALP活性が上昇した結果を受けて、ALP活性の上昇が Shhシグナ











Fig. 5 Hmbox1 KDは ALP活性を上昇させる可能性がある 
（A） Hmbox1 KDを確認した。T7-Hmbox1もしくは空ベクターの導入を KD処理と同時に行い、ウ
エスタンブロット解析により行った。その結果、どちらのコンストラクトでもHmbox1の発現が
見えなくなったことから、KDができていると判断した。 


















































Fig. 8 Hmbox1は SUMO2化される 
（A） Hmbox1の翻訳後修飾候補因子についてインターラクトームデータベースBioGridを用いて調べ
た結果、Ubの他に Ub様タンパク質 SUMOと相互作用する可能性が示された。 
（B） HeLa細胞に FLAG タグを付加した Hmbox1 と Myc タグを付加した Ub または SUMO2 を
























Fig. 9 Hmbox1は SUMO3化される 
HeLa細胞に FLAGタグを付加した Hmbox1と T7タグを付加した SUMO3を共発現させ、免疫沈降
法を行った。すると、SUMO2 化と同様に、Hmbox1 を翻訳後修飾し、Hmbox1 の細胞内タンパク質量




























Fig. 10 Homeoドメイン以降 C末端側の欠損によりHmbox1の SUMO2化量は減少する 
（A） Hmbox1の主なドメインと SUMO化サイトであるリジン残基を示した Hmbox1全体の模式図  
（B） Hmbox1削り込み変異体の模式図 
（C） 削り込み変異体を用いて免疫沈降法を行った。削り込み変異体はWTと同量導入すると、タンパ
ク質量が減少してしまうため、タンパク質量をそろえるために、WT 0.625 μg /ΔHm 2.5 μg /Δ
HTH-Hm 3.125 μg、T7-SUMO2 1.25 μg、PEI MAX 3.75 μl ( WT ) / Hily MAX 7.5 μl ( ΔHm ) 
/ Hily MAX 8.75 μl（ ΔHTH ）の条件で遺伝子導入を行った。その結果、2 種の変異体共に



















Fig. 11 Hmbox1 KR変異体は全て SUMO2化される 
（A） Hmbox1 KR変異体の模式図。Homeoドメインのリジン残基を 2つずつアルギニンに置換した。 
（B） KR変異体を用いた免疫沈降を行った。Hmbox1の発現量をそろえるために、WT、KR1、KR2、












Fig. 12 Hmbox1 WTとΔHm過剰発現はいずれも Ets1の転写には大きく影響しない 
（A） 空ベクター、Hmbox1 WT、Hmbox1 ΔHmの 3種のプラスミドを導入した細胞から、それぞれ
のmRNAを回収した。逆転写を行い、作製した cDNAを鋳型にHmbox1の下流のターゲット因
子である Ets1の RT-PCR を行った。 






 今回、マイクロアレイデータを解析したことにより、p32 KD と Shh 処理を加えたときに特異的に発
現量が変動する遺伝子群を抽出した（Table 1）。その結果、これまで Shh経路との関連が指摘されてい
ない複数の新規遺伝子が抽出できた。また、このことは改めて p32と Shhが協調して機能することを示
唆した。p32 ノックダウンと Shh 処理を加えたときに発現量が特異的に上昇または下降する遺伝子の中
に細胞の分化に関わるものがあったことから、私はこれらに着目した。 
 その中で本研究では細胞分化との関連がすでに報告されている Anp32aと Hmbox1 に焦点を当てた。 
次に、Anp32a と Hmbox1 の骨芽細胞分化プロセスへの影響を検討した。その結果、マイクロアレイ
では p32 KDかつShh処理時に発現量が約 4倍に上昇することが示唆されていたAnp32aをC3H10T1/2
細胞において過剰発現させても、ALP 活性に変化は見られなかった（Fig. 2)。この結果から、Anp32a





法などを用いて、1 つ 1 つの細胞の分化の亢進にも着目していくことが必要である。さらに、Hmbox1
の過剰発現は Gli1の転写活性をも上昇させたことから（Fig. 4）、Hmbox1は Gli1より上流で機能する
ことが考えられる。しかし、Hmbox1 KDでは、ALP活性に大きな影響を与えるとは言い難い（Fig. 5）。
2 種の si RNA コンストラクトで異なる結果が出た上に、ALP 活性を上昇させたコンストラクトでは細
胞数が減少していることから、KD コンストラクトによる Hmbox1 以外への影響が考えられた。マイク
ロアレイでは細胞分化亢進時に発現量が半減することが示唆されている Hmbox1 を KD したときに、
ALP 活性が上昇する可能性があることは、マイクロアレイのデータを支持する結果となる。一方で、過







に見出した（Fig. 6）。さらに、この修飾は Shh処理により増加することが示唆された（Fig. 7）。このこ
とは、Hmbox1 の翻訳後修飾を細胞分化プロセスが関与する新たな可能性を示している。この修飾の実
体をさらに検討すると、Ub化ではなく、SUMOファミリーによる修飾であることが明らかになった（Fig. 
8,9）。このスメア状シグナルは複数の SUMOが一ヶ所に結合した poly SUMO化である可能性と複数箇
所に SUMOが結合したmulti SUMO化の可能性が考えられる。今後は SUMO化サイトの同定により、
















（Fig.10B）。主要な 2つのドメインを含む C末端側を欠損させた 2種類の変異体を作製した。これらの
変異体を用いて免疫沈降法を行うと、Homeo ドメイン以降 C 末端側を欠損させただけで SUMO2 化量
の減少が見られた（Fig. 10C）。このことは、Hmbox1 の主要な SUMO 化サイトが Homeo ドメイン以
降 C 末端側に存在する可能性を示唆している。しかし、この結果からは SUMO2 化量の減少は Homeo
ドメインに存在するリジン残基を失ったことによるのか、Homeo ドメインの DNA 結合能を失ったため
なのかがわからない。そこで、さらに SUMO 化サイトの同定を進めるため、Homeo ドメインのリジン
残基 2つずつをアルギニンに置換した変異体を作製した（Fig. 11A）。しかし、いずれの変異体も SUMO2
化された（Fig. 11B）。この結果から、Hmbox1 の SUMO化される領域は Homeo ドメイン以降 C末端
側の複数にわたる可能性が考えられる。Hmbox1 と同じく Homeo ドメインを持った Hmbox1 ファミリ
ーの中には同じように SUMO 化されるものもあり、その中でも Homeo ドメインのリジン残基 4～6 つ
に SUMO 化サイトがわたり、1 つや 2 つをアルギニンに置換しても SUMO 化されるという例も報告さ
れている(42)。Hmbox1 も同じように SUMO 化される可能性が考えられる。今後はさらに複数のリジン
残基をアルギニンに置換した変異体を作製し、SUMO化されない変異体の作出する必要がある。そして、
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